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摘要 为 初步 探讨 Herpud1 在 肾脏 发 育 中 的 生物 学 作用 ， 过 表达 Herpud1 RIKA RAK 
Herpud1 载体 被 构建 。 载 体 被 转 米 进 后 肾 间 充 质 细胞 ， 通 过 RT-PCR 和 蛋白 免疫 印迹 检测 了 
上 皮 间 质 的 转换 过 程 (EMT) 的 标志 蛋白 E- 钙 粘 蛋白 (E-cadherin) ， 波 形 蛋 白 (Vimentin) ， 
Snail 蛋白 及 内 质 网 应 力 的 标志 有 蛋白 葡萄 糖 调节 蛋白 78 (GRP78), 真 核 起 始 因子 2a (elF2a) 
的 表达 变化 , 通过 EDU 细胞 增殖 实验 检测 了 Herpud1 对 细胞 的 增殖 的 作用 , 同时 利用 细胞 划 
痕 实 验 验 证 了 细胞 的 迁移 能 力 。 结 果 显 示 ，, 与 空白 对 照 组 相 比 ,在 Herpud1 过 表达 的 实验 组 
P, E-cadherin 的 表达 在 mRNA 和 蛋白 水 平均 是 降低 的 ， 而 Snail 和 Vimentin 的 表达 则 是 
上 升 的 ， 并 伴随 着 细胞 增殖 活性 的 降低 和 细胞 迁移 能 力 增 加 ， 同 时 内 质 网 应 力 相 关 有 蛋白 
GRP78 和 elF2a 是 升 高 的 。 在 Herpud1 kiki RI, E-cadherin 的 表达 在 mRNA 和 蛋白 水 
平均 是 升 高 的 ， 而 Snail 和 Vimentin 的 表达 下 降 ， 细 胞 迁移 能 力 是 降低 并 且 细 胞 增殖 活性 
是 升 高 的 ,同时 内 质 网 应 力 相 关 蛋 和 白 GRP78 和 elF2a 也 是 降低 的 。 这些 结果 证 明了 Herpud1 
可 以 促进 MKS 细胞 EMT 过 程 ， 提 高 细胞 的 迁移 能 力 ， 抑 制 细胞 的 增殖 活性 ， 其 机 制 可 能 与 细 
胞 的 内 质 网 应 力 相关 。 
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Abstract To explore biological function of Herpud/ in kidney development, overexpression 
and knockdown vector of Herpud/ gene were transfected into MK3 cells. And then RT-PCR and 
western blot were used to detect expression of epithelial mesenchymal transition (EMT) marker 
genes E-cadherin (epithelial cells marker), Vimentin and Snail (mesenchymal cell marker) and 
endoplasmic reticulum (ER) stress marker genes (GRP78 and eIF2a). And cell proliferation and 
migration were detected by EDU cell proliferation experiment and wound healing assay. Our 
results showed in experimental group with Herpud/ overexpression, E-cadherin was decreased, 
and expression of Vimentin and Snail was increased at mRNA and protein levels compared with 
control group. And ER stress markers GRP78 and eIF2a@ were enhanced at protein levels in MK3 
cells with Herpud/ overexpression. In addition, Herpud/ promoted cell migration and inhibited 
cell proliferation. In Herpud/ knockdown cells, expression of E-cadherin was enhanced at mRNA 
and protein levels, and expression of Vimentin, Snail, GRP78 and eIF2a is reduced. At the same 
time, Herpud1 knockdown inhibited cell migration and enhanced ability of cell proliferation. 
These results demonstrate Herpud/ can promote EMT of MK3 cells, cell migration and inhibit 
cell proliferation. The mechanism may be associate with ER stress. 
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肾脏 是 人 类 重要 的 器 官 之 一 ， 它 能 够 排泄 人 体 所 产生 的 废物 ， 维 持 水 电解 
质 的 平衡 ， 同 时 分 泌 多 种 激素 巾 。 在 演 椎 动物 的 原 肠 胚 形成 期 ， 肾 脏 是 由 轴 旁 中 
胚层 和 侧 中 胚层 之 间 的 中 段 中 胚层 发 育 而 来 的 , 在 空间 和 时 间 上 具有 一 定 连续 性 
P51, Eh BN AY) AR AR(E)10.5 天 时 , 肾脏 主要 包括 输尿管 芽 (UB) 和 后 肾 间 充 质 (MM)， 
后 肾 间 充 质 促 进 输尿管 不 断 分 芽 生 长 , 而 包 绕 在 输尿管 芽 外 的 后 肾 间 充 质 细 胞 则 
发 生 间 质 - 上 皮 转 化 (MET) 过 程 ， 这 些 分 化 过 程 也 不 断 诱导 肾 单 元 的 分 化 号 9。 由 
此 看 出 , 后 肾 间 充 质 细胞 是 肾脏 发 育 中 的 关键 的 细胞 之 一 , 而 能 够 影响 后 肾 间 充 
质 细胞 的 调控 元 件 则 是 影响 肾脏 发 育 的 重要 因素 。 

Herpud1 是 由 同型 半 胱 氨 酸 诱导 的 ， 具 有 泛 素 化 结构 的 内 质 网 膜 蛋白 , 它 
的 表达 与 内 质 网 应 力 升 高 有 关 ， 参 与 了 内 质 网 相关 的 降解 通路 (ERAD)， 即 促 
错误 折 生 或 者 未 折 巷 蛋白 的 降解 通路 [ 引 。Herpud1 作为 体内 重要 的 蛋白 ， 它 在 
很 多 组 织 和 细胞 中 均 有 表达 外 。 目 前 有 研究 显示 Herpudl 在 人 类 的 胚胎 肾 细胞 
293T 中 是 有 表达 的 并 且 把 293T 作为 工具 细胞 研究 了 Herpud1 的 启动 子 00。 然 而 
几乎 没有 文章 研究 Herpud1 对 胚胎 肾 发 育 的 作用 。 本 文 主要 研究 了 Herpud1 对 后 
肾 间 充 质 细胞 MK3 的 上 皮 间 质 转化 过 程 , 迁移 和 增殖 过 程 的 影响 。 由 于 Herpud1 
蛋白 可 由 内 质 网 应 力 诱导 , 这 就 提示 了 它 的 许多 功能 可 能 与 内 质 网 应 力 有 关 ， 所 
以 我 们 探究 了 Herpud1 是 否 通过 诱导 内 质 网 应 力 影响 MK3 细胞 的 表 型 变化 的 。 


Re 


1. 材料 与 方法 


1. 1 细胞 及 试剂 


MK3 细胞 (早期 的 后 肾 间 充 质 细胞 由) 由 美国 儿童 医学 中 心 的 S. Steven Potter 
教授 馈赠 ,高 糖 培养 其 (DMEM) 和 0.25% 的 胰 酶 购买 自 美国 Gibco, 胎 牛 血清 (fetal 
bovine serum, FBS) 购 于 以 色 列 Biological Industries (BioInd) 公 司 ; TRIzol 总 RNA 
提取 试剂 及 脂 质 体 转 染 试剂 (Lipofectamine 2000) 来 源 于 Invitrogen AFJ. Wie SE 
试剂 盒 购 于 sigma 公司 ，RTPCR 引物 合成 于 生 工 生物 公司 (上 海 )，Ultra SYBR 
Mixture 试剂 购 于 康 为 世纪 生物 公司 (江苏 )。 一 抗 Herpudl，E-cadherin，Snail， 
Vimentin，GRP78，elF2a， 内 参 B-actin 购 自 美国 proteintech An], PARAS 
标记 山羊 抗 兔 IgG 及 山羊 抗 鼠 IgG 抗体 购买 于 生 工 (上 海 ) 生 物 有 限 公司 。 电 化 学 
发 光 试 剂 (ELC) 购 于 Millipore 公司 。 

1.2 细胞 培养 


DMEM 高 糖 完 全 培养 基 培 养 ， 并 放置 于 5%C0237° C 的 孵 箱 中 孵育 。 当 汇合 度 
达到 90% 的 时 候 ， 使 用 0.25% 的 胰 酶 消化 细胞 并 传代 后 继续 培养 。 
1. 3 载体 构建 

小 鼠 Herpud1 基因 的 CDS 区 通过 PCR 方法 从 MK3 细胞 中 扩 增 出 来 ， 连 接 
到 载体 pCDH-CMV-MCS-EF1-copGFP 中 ， 构 建 Herpud] 过 表达 质粒 。 针 对 小 鼠 
Herpud1 的 CDS 区 的 shRNA 序列 被 连接 到 载体 pLKO.1 上 ， 构 建 敲 低 质粒 。 引 
物 如 下 : Herpudl-OV-F: 5°AGACGCCAAGTGTCGTTGTG 3’; R:5°TCAGTTGGC 


TAGGGCTGGT 3’. shHerpudl -F: S’CCGGCGTTATTCTGAAGAGCTTTA 
ACTCG AGTTAAAGCTCTTCAGAATAACGTTTTTG 33 R: 
5’AATTCAAAAACGTTATT 
CTGAAGAGCTTTAACTCGAGTTAAAGCTCTTCAGAATAACG 3’. 


1.4 细胞 转 染 

将 MK3 细胞 铺 板 于 12 孔 板 或 者 6 孔 板 中 。 当 细胞 汇合 度 达 到 40% 的 时 候 ， 
用 脂 质 体 转 染 试 剂 Lipofectamine 2000 转 染 相关 载体 
pCDH-CMV-MCS-EF1-copGFP-Herpudl (pCDH-Herpud1), pLKO.1-shHerpud1 ， 
有 具体 步骤 根据 Lipofectamine 2000 的 说 明 书 进行 操作 。 
1.5 实时 荧光 定量 RCR (RT-PCR) 

转 染 过 表达 载体 pPCDH-Herpudl 48 小 时 或 者 敲 低 载体 shHerpudl 72 小 时 后 ， 


收集 细胞 进行 RNA 提取 。 取 2ug 的 RNA 产物 逆转 为 cDNA， 稀 释 10 倍 后 ， 以 
4ul cDNA 产物 作为 模板 进行 REPCR， 检 测 EMT 过 程 的 相关 标志 蛋白 的 表达 。 
RT-PCR 的 程序 为 : 95°C 预 变性 10min; 95°C 变性 30s, 58°C 退火 30s, 72°C HE 
Æ 30s; 40 个 循环 ; 最 后 65°C 5s， 每 次 升 高 0.5*C， 直 至 95°*C。 分 析 软 件 使 用 
Bio Rad 软件 。 引 物 如 下 : Herpud1-F:5°GTTGGATTGGACCTATTCCG 3’; R:5’CT 
CTGTCTGAACGGAAACCA 3'. E-cadherin-F:5°CAGGTCTCCTC ATGGCTTTGC 
3°; R:5’°CTTCCGAAAAGAAGGCTGTCC 3’. Vimentin-F:5°GGATCAGCTCACCA 
ACGACA 3’; R 5’ AAGGTCAAGACGTGCCAGAG 3’. Snail-F: 5° AGCCCAACTA 
TAGCGAGCTG 3’; R 5’ CCAGGAGAGAGTCCCAGATG’3 
1.6 蛋白 免疫 印迹 Western Blot) 

收集 处 理 后 的 细胞 之 后 提取 总 蛋白 , 用 BCA 法 测定 蛋白 浓度 。 取 20ug 蛋白 
样品 加 入 到 10% 的 SDS-PAGE 胶 中 ，100V 跑 完 胶 后 ， 在 300mA，2h Wt BE 
偏 二 所 乙烯 膜 (PVD) (millipore 公司 )。5% 的 脱脂 牛奶 封闭 2h， 孵 育 一 抗 ( 均 按 
1:1000 稀释 ),，4°C WK; 洗 膜 三 次 , 每 次 Smin。 孵 育 羊 抗 鼠 IgG 或 者 羊 抗 免 IgG 
的 抗体 (1:5000 稀释 )，37°C 孵育 2h， 洗 膜 三 次 ， 每 次 10min。 按 照 电 化 学 发 光 试 
剂 的 说 明 在 Bio Rad 化 学 发 光 成 像 系 统 上 进行 显影 。 
1.7 细胞 增殖 实验 

pCDH-Herpud1 载体 转 染 细胞 48h 或 者 shHerpud1 载体 转 染 细胞 72h 后 ， 用 
PBS 洗 三 次 ， 按 照 EDU 细胞 增殖 检测 试剂 盒 〈 锐 博 公 司 ) 的 说 明 进 行 操作 ， 最 
TERI WR SERA a) 上 进行 观察 并 计数 。 
1.8 划 痕 实验 

待 6 孔 板 里 的 处 理 后 的 细胞 的 汇合 度 达到 80%-90% 的 时 候 ， 利 用 黄色 枪 尖 
进行 划 痕 ，PBS 洗 3 次 后 ， 换 成 含 1% 的 FBS 的 培养 基 培 养 ， 于 倒置 显微镜 下 进 
行 拍照 ， 用 标记 笔 在 拍照 位 置 进行 标记 。 放 进 培养 箱 中 继续 培养 ， 经 过 12 小 时 
后 在 相同 位 置 再 行 拍照 , 用 Image J 统计 细胞 迁移 率 ， 划 痕 相 对 迁移 率 =(0h 划 痕 
宽度 -12 小 时 划 痕 宽度 ) 二 0h 划 痕 宽度 X100%。 
1.9 统计 学 方法 

实验 独立 重复 三 次 后 ， 试 验 数据 用 均 数 土 标准 差 表 示 ， 用 GraphPad Prism 5 
进行 统计 学 分 析 。* 已 < 0.05, ** 已 < 0.01, ***P< 0.001。 


2 结果 
2.1 Herpud1 过 表达 载体 与 敲 低 载体 在 MK3 细胞 表达 效率 

pCDH-Herpudl 和 pLKO.1-shHerpudl 的 载体 转 染 进 MK3 细胞 后 ， 利 用 
RT-PCR 和 western blot 方法 检测 了 载体 的 效率 。 在 Herpud1 过 表达 的 实验 组 中 ， 
Herpudl 的 表达 在 mRNA 和 和 蛋白 水 平 是 高 于 对 照 组 的 (图 1A, B)。 
pLKO.1-shHerpud1 载体 转 染 进 MK3 细胞 后 , Herpud1 的 表达 在 mRNA 水 平和 和 蛋 
白水 平 是 低 于 对 照 组 的 (图 1C, D)。 这 就 提示 了 pCDH-Herpudl 和 
pLKO.1-shHerpud1 载体 能 够 成 功 转 染 进 MK3 细胞 中 ,并 且 是 有 效率 的 ， 可 用 于 


后 续 的 研究 。 
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图 1 Herpudl 过 表达 或 者 敲 低 载体 在 MKS 细胞 中 的 效率 。 


Figure 1 Efficiency of vector of Herpudl overexpression and knockdown in MK3 cells. 
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A, B: Herpudl 在 mRNA 和 和 蛋白 水 平 的 过 表达 效率 .C, D: Herpud1 在 mRNA 和 和 蛋白 水 平 的 敲 低 效率 。** P< 0.001, *** P< 0.01. 


A, B: Efficiency of Herpud1 overexpression at mRNA and protein level. C, D: Efficiency of Herpudl knockdown at mRNA protein 
level. ** P < 0.01, *** P< 0.001. 


2.2 过 表达 Herpud1 能 够 促进 MK3 细胞 的 上 皮 间 质 转 化 (EMT) 过 程 


在 MK3 细胞 中 ,Herpud1 IRERE WRZ K, AH RT-PCR 和 western 
blot 方法 检测 了 细胞 EMT 过 程 的 相关 标志 和 蛋白 : E-cadherin, Vimentin, Snail 的 
表达 变化 。 结 果 显 示 在 mRNA 水 平和 和 蛋白 水 平 上 ， 过 表达 Herpud1 的 实验 组 的 
上 皮 细 胞 的 标志 和 蛋白 E-cadherin 的 表达 比 空白 对 照 组 中 的 表达 明显 降低 了 ,而 间 
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质 细 胞 标志 蛋白 Vimentin 和 Snail 的 表达 量 比 空白 对 照 组 的 表达 量 明显 升 高 了 (图 
2A, B)。 这 就 说 明了 Herpud! 能 够 促进 MK3 的 EMT 过 程 。 进 一 步 地 ， 我 们 证 明 
TÆR Herpud! 的 情况 下 EMT 的 相关 标志 利和 白 的 表达 变化 。 如 图 2C, D 所 示 
在 Herpud] 敲 低 的 实验 组 中 E-cadherin 在 mRNA 水 平和 和 蛋白 水 平 是 增高 的 ， 而 
Vimentin 和 Snail 的 表达 量 在 实验 组 中 是 明显 降低 了 。 这 就 说 明 Herpud1 能 够 促 
进 MK3 细胞 的 EMT 过 程 。 
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图 2 Herpudl 能 够 促进 MK3 细胞 的 EMT 过 程 。 
Figure 2 Herpudl promotes MK3 cells EMT process. 


A, B: Herpudl 载体 在 MK3 细胞 中 过 表达 48h 后 , 用 RT-PCR 和 Western Blot 检测 了 EMT 相关 标志 蛋白 (E-cadherin, Vimentin, 
Snail) 在 mRNA 和 和 蛋白 水 平 的 变化 ，C, D: shHerpudl 载体 转 染 细胞 72h 后 ， 检 测 了 EMT 相关 标志 蛋白 的 mRNA 和 和 蛋白 水 平 


的 变化 。** 已 < 0.01, *** P<0.001. 
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A, B: RT-PCR and western blot were utilized to detected expression changes of EMT marker genes E-cadherin, Vimentin and Snail at 
mRNA and protein levels after Herpud1 vector and control vector was transfected for 48h. C, D: shHerpudl knockdown vector and 
control vector were transfected into cells for 72h. Expression of EMT marker genes were detected at mRNA and protein level. ** P < 


0.01, *** P< 0.001. 
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23 上调 Herpud! 抑制 MK3 细胞 的 增殖 


有 文献 报道 了 Herpud1 能 够 促进 细胞 的 凋 亡 ， 但 是 Herpud1 对 细胞 的 增殖 
作用 仍 是 未 知 的。 利用 EDU 细胞 增殖 试剂 盒 ， 我 们 检测 了 Herpud1 对 MK3 细 


胞 的 增殖 的 影响 。 过 表达 Herpud1 后 , 实验 组 细胞 增殖 的 数量 明显 低 于 空白 对 照 


组 的 ， 并 且 与 对 照 组 相 比 ， 减 少 了 54% (P<0.05) (B3). EIK Herpud1 后 ， 
实验 组 的 细胞 增殖 数量 与 对 照 组 相 比 明显 升 高 (图 3)。 由 此 可 知 ，Herpud1 基因 
的 上 调 能 够 抑制 MK3 细胞 的 增殖 。 
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图 3 Herpud1 抑制 MK3 细胞 的 增殖 活性 
Figure3 Herpudl inhibited cell proliferation of MK3 cells 
pCDH-Herpud! 载体 过 表达 48 小 时 和 shHerpud1 载体 转 染 进 细 胞 72 小 时 后 ， 通 过 EDU 细胞 增殖 检测 试剂 盒 检测 了 MK3 细 
胞 的 增殖 活性 。** P< 0.01, *** P<0.001. 


After pCDH-Herpud1 vectors and shHerpud1 vectors were transfected into MK3 cells for 48h and 72h respectively, we detected MK3 
cells proliferation by ERU cell proliferation Kit. ** P < 0.01, *** P < 0.001. 


2.4 Herpud! 能 够 促进 MK3 细胞 的 迁移 

为 了 验证 Herpud1 对 细胞 迁移 的 能 力 ,我 们 进行 了 细胞 划 痕 实验 。 结 果 显 示 ， 
在 细胞 划 痕 12h 后 Herpud 1 过 表达 实验 组 的 细胞 迁移 率 明 显 高 于 空白 对 照 组 (图 
4A); 图 4B 则 显示 了 Herpud] 过 表达 实验 组 与 空白 组 的 相对 迁移 比率 ， 说 明了 
Herpud] 过 表达 促进 了 细胞 的 迁移 。 而 在 划 痕 12h 之 后 Herpud] 敲 低 的 实验 组 的 
细胞 迁移 率 低 于 空白 对 照 组 的 迁移 率 (图 4C); 图 4D 则 是 根据 图 4C 统计 的 
Herpud1 痪 低 组 与 空白 组 的 相对 迁移 比率 , 发 现 襄 低 组 的 迁移 率 明 显 低 于 空白 对 
照 组 。 这 就 说 明了 Herpud1 确实 能 促进 MK3 细胞 的 迁移 。 
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图 4 Herpud! 促进 MK3 细胞 的 迁移 。 
Figure 4 Herpudl promotes MK3 cells migration. 
A: 倒置 显微镜 下 观察 Herpud1 过 表达 对 MK3 细胞 划 痕 实验 的 影响 。 B: A 图 中 细胞 的 迁移 率 的 统计 分 析 ; C 观察 Herpud1 
MRS MK3 细胞 的 划 痕 实验 的 影响 ，D: 根据 C 图 的 划 痕 实验 对 细胞 迁移 率 的 统计 和 分 析 。**P <0.01， 与 对 照 组 比较 。 


A: effect of Herpudl overexpression on wound healing in MK3 cells by inverted microscope. B: Quantitative analysis of cell 


migration rate according to Figure 4A. C Effect of Herpudl knockdown on wound healing in MK3 cells. D: Quantitative analysis of 


cell migration rate according to figure C. ** P< 0.01. 
2.5 Herpud1 过 表达 能 够 激活 内 质 网 应 力 

为 了 探讨 Herpud! 促进 MK3 细胞 EMT 过 程 及 细胞 增殖 的 机 制 ， 我 们 通过 
western blot 检测 了 内 质 网 应 力 的 标志 蛋白 GRP78 和 eIF2Q 的 表达 变化 。 如 图 SA 
PAN, 过 表达 Herpud1 的 实验 组 与 空白 对 照 组 相 比 , 内 质 网 应 力 的 相关 标志 蛋白 
的 表达 在 蛋白 水 平 上 是 升 高 的 .图 SB 则 是 利用 Image J 软件 根据 图 SA 的 蛋白 条 
带 进行 灰 度 扫 描 所 得 的 相对 蛋白 定量 , 发 现实 验 组 的 GRP78 和 eIF2o 分 别 高 于 对 
照 组 1.6 倍 ，1.4 倍 。 这 就 说 明了 Herpudl 确实 能 够 激活 内 质 网 应 力 。 
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5 Herpudl 促进 内 质 网 应 力 的 相关 蛋白 表达 。 
Figure 5 Perprvd7 promotes expression of ER stress-related to protein. 
A: Herpud] 过 表达 载体 转 染 48 h Ja, western blot 检测 了 内 质 网 应 力 的 相关 标志 物 蛋 白 。B: 利用 Image J 软件 扫描 图 6A 的 蛋 
条 带 灰 度 。***P <0.001。 


A: Expression of ER stress-related protein was measured by western blot after Herpud1 overexpression vectors was transfected for 48 


hy, B Protein binna Gray wan actie by Tage T soltwvart according TR <).001. 
3 讨论 

肾脏 是 人 体内 的 重要 器 官 , 研究 它 的 发 育 过 程 对 肾脏 的 功能 及 相关 的 疾病 均 
有 重要 意义 。 早 在 1967 年 ，Starkie wiczowa J 等 人 就 报道 了 肾脏 发 育 过 程 中 的 形 
态 和 功能 的 变化 。 经 过 多 年 的 研究 ， 我 们 对 肾脏 的 发 育 过 程 有 了 更 深入 的 了 解 ， 
从 分 子 机 制 的 角度 深入 研究 了 肾脏 的 整个 发 育 过 程 。 许 多 研究 已 显示 Pax2/8, 
Six1/2/4 或 者 Eyal 等 基因 均 已 在 后 肾 间 充 质 细 胞 中 有 表达 并 且 影 响 着 肾脏 的 形 
成 [中 。 而 我 们 这 篇 文章 发 现 了 Herpud1 在 后 肾 间 充 质 细 胞 《MK3 细胞 ) 中 的 作 
用 。 

Herpudl 蛋白 是 位 于 内 质 网 膜 上， 并 由 内 质 网 应 力 诱导 产生 的 蛋白 质 [3 
已 有 文献 报道 DDK 综合 症 致 死 耳 胎 的 原因 是 内 质 网 的 应 力 相 关 有 蛋白 Herpud1 及 
ATF4 等 蛋白 的 积累 [由 。 但 是 还 没有 研究 证 明 Herpud1 蛋白 在 肾脏 发 育 过 程 中 的 
作用 。 我 们 在 MK3 细胞 中 证 明了 Herpud1 的 过 表达 能 够 促进 细胞 的 EMT 过 程 ， 
并 且 相 关 标 志 物 蛋白 E-cadherin 的 表达 是 降低 的 ，Snaill 和 Vimentin 的 表达 是 
升 高 的 。 既 然 Herpud! 促进 了 细胞 的 EMT 过 程 ， 那 么 Herpud1 对 细胞 的 迁移 应 
该 也 是 有 影响 的 。 接 着 我 们 通过 细胞 划 痕 实验 证 明了 Herpud1 会 促进 MK3 细胞 
的 迁移 。 除 此 之 外 , 我们 还 证 明了 Herpud1 的 过 表达 抑制 细胞 的 增殖 ， 这 一 结果 
可 以 排除 增殖 对 划 痕 实验 的 影响 。Andreas Kispert 等 人 的 研究 显示 后 肾 间 充 质 细 
胞 发 生 MET 过 程 ， 分 化 成 凤 小 圳 的 上 皮 结 构 ， 随 后 逐渐 形成 一 个 单独 的 肾 单位 


151。 这 就 显示 了 MET 过 程 是 肾脏 发 育 中 的 一 个 重要 的 步骤 ， 而 从 结果 看 出 
Herpud1 促进 MK3 细胞 的 EMT XEFE, 这 就 说 明了 Herpud1 能 够 影响 肾脏 发 育 的 

然而 Herpud1 对 MK3 细胞 的 影响 所 涉及 的 机 制 还 不 是 很 清楚 。 有 研究 报道 
Herpud1 能 够 诱导 内 质 网 应 力 的 产生 09。 而 内 质 网 应 力 是 EMT 过 程 中 所 必须 的 
一 种 应 力 ， 并 且 能 够 诱导 EMT 的 过 程 07. 1。 因此 我 们 思考 Herpud1 是 否 通过 内 
质 网 应 力 来 影响 MK3 细胞 的 EMT 过 程 的 。 我们 发 现 Herpud1 过 表达 的 MK3 细 
胞 与 空白 对 照 组 的 细胞 相 比 , 内 质 网 应 力 标志 蛋白 GRP78 和 elF2a 的 蛋白 表达 水 
平 是 升 高 的 。 这 就 说 明了 Herpud1 在 促进 细胞 MK3 迁移 的 过 程 中 内 质 网 的 应 力 
升 高 了 , 这 就 证 明 Herpud1 可 能 是 通过 提高 内 质 网 应 力 从 而 促进 了 后 肾 间 充 质 细 
胞 的 EMT 及 迁移 过 程 的 。 

综 上 所 述 ， 此 课题 证 实 了 Herpud1 能 够 促进 后 肾 间 充 质 细胞 MK3 的 EMT 
过 程 及 细胞 的 迁移 和 调 亡 。EMT 过 程 和 细胞 迁移 及 增殖 过 程 的 机 制 可 能 与 
Herpud1 所 诱导 的 内 质 网 应 力 有 关 , 这 一 机 制 的 具体 情况 有 待 我 们 下 一 步 的 探究 。 
本 课题 曾 明 了 Herpud 1 对 肾脏 发 育 的 重要 作用 , 同时 为 研究 肾脏 的 发 育 过 程 提供 
了 一 个 新 的 思路 。 
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